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Preparationofpropentdyopentbytheoxidativecleavageofhemin
KazuhiroHIROTA
Themethanoladductofdimethylesterofpropentdyopent,whichhavetwocarboxylgroupsontwo
pyrroZerings,waspreparedbytheoxidationofheminwithhydrogenperoxideandfolowingesterifica-
tionwithamixtureofmethanolandsulfuricacid.Thecompoundwaspurifiedbythepreparative
columnchromatographywithsilicagelandfolowingrecrystalization.Thepuritywascheckedby
thin-layerchromatographyandhigh-performanceliquidchromatography. Thecompoundwas
identifiedwithmas岳andnuclearmagneticresonancespectra.
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緒 言
胆汁色素排壮異常疾患,例えば,黄痘患者の尿
をアルカリ性亜硫酸アンモニウムで処理すると,
ピンク溶液に呈色することが古くから知られてい
る｡この溶液が,525nmの吸収をもつことから,こ
の呈色化合物をベントダイオベント(5-2-5)と名
づけ,そして,尿中の無色の化合物をプロペント
ダイオベント(PDP)と呼んだ1)Dその後,PDPは
ビリルビンを光酸化して得られる分解物質の一つ
であることから,新生児黄症の光療法の生化学的
見地から興味を引いた2)0
本著者は,血液毒であるフェニルヒドラジンの
溶血機構を研究する途上,酸素-モグロビンとフ
ェニルヒドラジンとの反応 3)･4)から,PDPが生成
している可能性を見出した｡このことを確認する
ため,PDPの安定な誘導体である2個のカルボキ
シル基をもち,メタノールが付加したジメチルエ
ステル,すなわち下記に示すメタノールプロペン
トダイオベントジメチルエステル (MPDP,2-〔(3-
(2-carboxyethylト1,5-dihydr0-4-methyト5-
oxo12H-pyrrole-2-ylidene)methyl〕-2,5-dihy-
dr0-2-hydroxy-4-methy1-5-oXoI1H-pyrrole-3-
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propanoicacid)の標品の取得が必要になった｡
MPDPは,Schaeferら5)によって,すでに構造
が決められた化合物であるが,合成的見地からは
検討されてない｡ここでは,- ミンの過酸化水素
による酸化分解物質を,硫酸を含むメタノール溶
液で処理してMPDPを得る方法を検討したので
報告する｡
図1 メタノー ルプロペントダイオベントジ
メチルエステル (MPDP)
試薬と測定機器
試薬および溶媒は, 1級品であった｡溶媒の比
は容積の比で,硫酸のパーセント表示は重量%で
示した｡薄層クロマ トグラフィー (TLC)は,
Precoatedplate(シリカゲル60,F-254,厚さ0.25
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mm,Merck)を用いて行った｡TLCの発色に用
いるStokvis試薬は,-イドロサルファイトナ ト
リウムを20%KOH溶液に飽和させて調製した｡
分取カラムクロマトグラフィーは,高速液体クロ
マトグラフ (LC-5A,島津製作所)のポンプと紫
外吸収検出器(280EL,大岳製作所)を連結し,280
nmで検出して行ったOカラムは,中庄ガラスカラ
ム(長さ47cmX内径1.4cm,桐山社)に16g充填剤
(Kieselgel60,230-400mesh,Merck)を乾式
で真空で吸引しながら詰めて製作した乾式充填カ
ラムと市販のPrepackedシリカカラム (長さ10
cmx内径2.2cm,草野科学機器製作所)であっ
たD高速液体クロマ トグラフィー(HPLC)は,栄
外吸収検出器(SPD-2A)付き高速液体クロマ トグ
ラフ (LC-3A,島津製作所)を使用し,280nmで
検出して行った｡分析カラムは,逆相シリカゲル
(ODS)カラム(長さ15cmX内径0.46cm,ガスタ
ロ工業)であり,プレカラム (長さ1.0cmX内径
0~.65cm)として,Deverosil(野村科学)を詰めた
ものを用いた｡これらのカラムは,46℃に加温し
て分･析をした｡移動相は,アセ トニ トリル :10
mMKH2PO4(リン酸でpH2.1に調製したもの)-
15:85の溶液を用いたO
プロトン核磁気共鳴吸収スペクトル (NMR)測
定は,内部標準 として,テ トラメチルシラン
(TMS)を用いて,JEOLFX-100(日本電子)
で測定した｡使用した溶媒中に含まれる水のケミ
カルシフト値は温度可変を行い,この値が移動す
ることで確認した｡EI質量分析 (70eVのイオン化
エネルギー)では,島津-LKBタイプ9000を用いて
行った｡Fastatombombardment(FAB)質量分
析は,島津GCMS-9020を用い,マ トリクッスとし
てグリセリンを使用し測定した｡
方 法
1.-ミンの酸化
-ミン (1.7g)に濃アンモニア水 (1.7ml)を加
A,さらに水 (170ml)を加え溶かした｡この溶液
を60℃に加温して,35%過酸化水素水(43ml),水
(43ml)及び浪アンモニア水 (2.5ml)からなる溶
液を約20分間かかって加え,1時間60℃に加温し
ながら撹拝した｡2N塩酸 (7ml)を加え酸性に
し,沈殿する茶褐色物質を波過し,濃褐色溶液を
得た｡
2.エステル化
カルボキシル基をエステル化する目的で,上記
の溶液を減圧下で濃縮乾固し,得られた残法に2
%硫酸-メタノール (250ml)を加え,1時間60℃
で加温した｡冷後,濃アンモニア水を加え中和し,
溶媒を留去して茶褐色残法を得た｡この中に含ま
れる目的物質を,酢酸エチルで60℃で加温しなが
ら抽出した｡この操作を4回繰り返した｡抽出液
(約50ml)に無水硫酸ナ トリウムを加え乾燥した
後,蒸発乾固し残液を得た｡酢酸エチル (5ml)
に溶かし,n--キサン (5ml)加え,沈殿する茶
褐色物を波過し,多くの不純物を除いた｡
3.中庄カラムによる精製
1)乾式充填カラムによる方法
上記のように調製した乾式充填カラムに,n--
キサン:酢酸エチル :メタノール (300:300:
7.5)の溶液を通過して平衡化した｡上記の渡液を
カラムに加えクロマ トグラフィーを行った｡2ml/
minの流速で,1フラクションあたり12mlを集め
た｡各フラクッションにStokvis試薬を加え,ど
ンクに発色する陽性な25番から35番までのフラク
ション (図2参照)を集め,濃縮乾固し,黄色油
状物質を得た｡
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図2 メタノー ルプロペントダイオベントジメチル
エステル(MPDP)の分取カラムクロマトグラム
充填剤,シリカ;移動相,n--キサン:酢酸
エチル:メタノ-ル (300:300:7.5)の溶
液:流速2ml/min;1フラクション-12ml,
その他の条件は方法の項参照｡
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2)Prepackedカラムによる方法
カラムに5%メタノールー酢酸エチルの溶液を
通過して平衡化した｡上記の波液を加え,クロマ
トグラフィーを行った(1ml/minの流速)｡上記と
同じように,Stokvis試薬に対して陽性を示す淡
黄色フラクッション (36分前後に溶出するフラク
ッション)を集め (クロマ トグラム省略),濃縮乾
固し,淡黄色渦状物質を得た｡
4.再結晶
油状物質を酢酸エチルに溶かし,シリカゲルな
どの不溶物は波過し除いた｡漉液を濃縮乾固し,
残睦についてメタノールから再結晶を行い,白色
柱状結晶を得たOもうー つの方法として,残蔭を
加温して酢酸エチルに溶解し,等容のn- キサン
を加え, 1夜放置し白色結晶を得た｡乾式充填カ
ラムからのものは不純物が多く,これらいずれの
再結晶法でも4-5回繰 り返す必要があった(-ミ
ンからの収率,約1%).一方,Prepackedカラム
からのものは純度が高く,いずれの再結晶法でも
1回で満足な純度をもつ目的物質が得られた (-
ミンからの収率,約2%)0
結 果 〉
MPDPについて,純度と確認試験を行った｡
1.融点,元素分析およびHPLC
mp.157-164℃｡元素分析,C2｡H2607N2(MW :
406.44)
計算値 :C,59.10;H,6.44;N,6.890/.｡実測
値 :C,58.62;H,6.50;N,6.86%｡HPLCの
クロマトグラムを図3に示す｡対称性のよいピー
クで,他のピークは認められなかった｡
2.TLC
ベンゼン二酢酸エチル (3:7)の溶液と酢酸エ
チル :酢酸 (20:1)の溶液の2種を用いて行っ
た結果,それぞれRf値0.23と0.65を示し,他のス
ポットは観察されなかった｡これらのスポットに
Stokvis試薬を噴霧すると,ピンクに発色LPDP
特有の反応を示した｡
3.UVスペクトル
メタノール溶媒で278nm付近に最大吸収値があ
った｡この波長での分子吸光係数は29.8mM-1･
cm~1であった｡
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図3 メタノールプロペントダイオベントジメチル
エステル (MPDP)の高速液体クロマトグラム
移動相,アセトニトリル:10mMKH2PO4(リン
酸でpH2.1に調製したもの)-15二85;検出,
280mm;流速,1.Oml/min:約2分にあるシグ
ナルは試料注入時に入った空気を示す｡
4.プロトンNMRスペタロレ
測定結果を表1に示す｡ピロール窒素に結合す
るプロトン以外はすべて観測された｡
5.EI質量分析
つぎのような分子イオンや,そのフラグメント
が検 出で きた｡m/Z(相対強度):406(M+,
83),391(M十一CH3,68),375(M+-OCH3,
100)0
6.FAB質量分析
図4に示すように,M十一OCH3,M十一CH3およ
び(M十H)十にそれぞれ相当するm/Z375(ベース
ピーク),391および407のシグナルが観測された｡
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表 1 メタノー ルプロペントダイオベントジメチルエステル (MPDP)のプ
ロトンNMR (溶媒 :重アセトン)
Numberof Chemical
hydrogen shift(ppm)
Msthene
Estermethyl
Valeymethoxy
Methyleneinpropionicacid
Arylmethyl
?????
5.01(S)
3.61(S)and3.62(S)
3.19(S)
2.52-2.77(m)
1,81(S)and1.83(S)
Sはsingletを,mはmultipletを示す｡H20が2.8ppm付近に,溶媒の不純物が2
ppm付近に観測された｡
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図4 FAB質量分析
(4G+H)十は,マトリックスとして用いた
グリセリンのプロトン化テトラマ-を示す｡
考 察
ここで得られたMPDPについて種々分析した
結果,純度が高く図1の構造であることが確認さ
れた｡この化合物は,PDPに特異的に発色する
Stokvis反応に陽性であり,UV領域の最大吸収
値も,今までに報告されているPDPに酷似する
ものであった6)｡展開後に紫外線ランプを照射す
ると,青白い蛍光を示しPDPの特徴を示した｡
TLCおよびHPLCによる分析では,日的物質以
外のものを検出できなかった｡プロトンNMRの
結果は,既に報告されている値5)にほぼ一致した｡
FABおよびEI質量分析の両方で,分子量に相当
するシグナルとそのフラグメントが観測され,
MPDPの構造が確認できた｡
- ミンからの合成収率は,2%以下で低かった｡
-ミンに対して,過酸化水素量をここで用いた量
の1/2と2倍に変えても,また精製に用いるカラム
を変えても,収率を大きく改善することができな
かった｡収率の低さは,過酸化水素によって選択
的に- ミンのプロトポルフィリン環 (図5参照)
のβ-とか位メテン基の両方で,酸化的に開裂して
ないものと思われる｡事実,この他に環のα-およ
びγ一位メテン基で開裂したPDPが,過酸化水素
や酵素を用いる酸化反応によって生成することが
報告されている5)0
また,PDPのジピロールのみならず開裂の箇所
と数によって,閉環テトラピロール, トリピロー
ル,モノピロールなどが生成している可能性も報
告されている5),7)｡事実,-ミンの酸化後の溶液は
強く褐色を呈しており,多種多様の成分を含んで
いた｡硫酸-メタノール溶液処理後の抽出液を
TLC分析した結果,少なくとも10個以上のE]的物
質以外の成分が含まれていた (データ省略)O
上述の2種のカラムを用いないで再結晶を繰り
返しても,決して結晶化し純化することはできな
かった｡ここでは自製の乾式充填カラムと市販の
Prepackedカラムの2種を使用したが,後者は収
率の点で良好で,再結晶も簡単であるが,このカ
ラムの高価なことが欠点といえる｡
メタノールが付加してないジピロール物質,即
ちPDPの単離を試みたが,不安定で純化するこ
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とが困難であった｡しか し,これに代わるMPDP
の標品が得 られる合成法がここに確立 したので,
フェニルヒドラジンによる-モグロビン-ムの酸
化的分解反応3)の研究が容易にな り,溶血機構の
解明が進むものと期待できる｡
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図5 -ムの構造と酸化的開裂部位
謝 辞
NMRスペクトル測定をして頂いた岡山大学工
学部字高正徳並びに酒井貴志両先生に,そして,
FAB質量分析 をして頂いた岡山大学医学部共同
実験室の皆様に感謝いたします｡
文 献
1)Lightner,D.A∴Propentdyopentsandpentdyopents;
inTheporphyrins,γol.6,Dolphin,D.ed,Academic
Press,NewYorkandLondon;1979,pp574-577.
2)Bergsma,D∴Bilirubinmetabolism ofthenew-
bown;Hsia,D.Y-Y.andJackson,C.eds,Wiliams
andWilkinsCo.,Baltimore,1970
3)Hirota,K.,Yamamoto,S.andltano,H.A∴Urinary
excretionofisomersofbiliverdinafterdestruction
invivoofhaemoproteinsandheamin.
Biochem.J.229:477-483,1985
4)Hirota,K.,Hatanaka,T.andHirota,T.:Isolation
ofN-phenylprotoporphyrinIXfromtheredcels
andspleenofthephenylhydrazinetreatedrat.
Arch.Biochem.Biophys.255:42-47,1987
5)Schaefer,W.HリHarris,T.M.andGuengerich,F.P.:
Characterization oftheenzymaticandnonen-
zymaticperoxidativedegradationofironporphyr-
insandcytochromep-450heme.Biochemistry24:
3254-3263,1985
6)Guen竿erich･F･P･:Destructionofhemeandhemo-
proteins mediated liver microsomalreduced
nicotinamideadeninedinucleotidephosphatecyto-
chromep-450reductase.Biochemistry17:3633-
3639,1978
7)鹿田和弘,佐々木健二,庚田喬 :赤血球中の-モグロ
ビン-ムの酸化開裂物質-マナン酸の定量,岡山大学
医療技術短期大学部紀要,1:77-82,1990
要 約
2つのピロール環上に2個のカルボキシル基をもつプロペントダイオベントのジメチルエステル
のメタノール付加物を,-ミンの過酸化水素酸化と硫酸-メタノール溶液によるエステル化により合
成した｡精製はシリカゲルの分取カラムクロマトグラフィーと再結晶で行った｡純度は薄層クロマ
トグラフィーと高速液体クロマ トグラフィーによって,構造は質量分析と核磁気共鳴吸収スペクト
ルによって確認したo
(1991年10月30日受理)
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